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Resumo: Probiéticos desempenham importante papel na recuperacdo apos distUrbios gastrintestinais ou pelo uso de
antimicrobianos. Dentre as bactérias estudadas esta o Bacillus subtilis (BS). O objetivo desde estudo foi avaliar o efeito da
inclusdo de BS sobre a digestibilidade das dietas, qualidade das fezes, urina, contagem fecal de esporos e alteracdes na
microbiota intestinal. Foram utilizados 13 caes, distribuidos aleatoriamente em 2 tratamentos, dieta controle e dieta controle
adicionada de BS, durante 30 dias, sendo 25 dias de adaptacdo as dietas e cinco dias de coleta total de fezes e urina. Para
avaliagdo da microbiota e contagem bacteriana, amostras foram coletadas nos dias O e 30 e dias 0,15 e 30. Para andlise
estatistica foi utilizado Teste T no software Jamovi® considerando o efeito do “tempo” e “dietas’. Na dieta controle ndo
houve crescimento de BS (p<0,05). Na dieta BS houve aumento da excregéo fecal de BS no dia 15 e 30. A inclusdo de BS
ndo influenciou os coeficientes de digestibilidade do alimento. Houve diferenca no tempo para Erysipelotrichaceae,
Selenomonadaceae aumentando em ambas dietas e inibi¢do do crescimento de Peptostreptococcaceae e Turicibacteraceae
peladieta BS. As modificagdes observadas na microbiota fecal continuam sendo estudadas.
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EVALUATION OF THE INCLUSION OF BACILUS SUBTILISON DIGESTIBILITY AND
MICROBIOTA OF ADULT DOGS

Abstract: Probiotics play an essential role in recovery after gastrointestinal disorders or by the use of antimicrobials, in
addition to serving as modulators of the immune system. Among the bacteria studied are Bacilus subtilis (strain LOFU 160)
due to their ability to inhibit the growth of pathogenic microorganisms and restore intestinal balance. The present study aimed
to evaluate the effect of the inclusion of BS on the digestibility of diets and quality parameters of feces, urine and microbiota.
Thirteen Beagle dogs were used, randomly distributed into 2 treatments, for 30 days, with 25 days of adaptation to the diets
and five days of total collection of feces and urine. To evaluate the microbiota and bacterial count, feces were collected on
days 0 and 30 of the experiment and days 0, 15 and 30, respectively. For statistical analysis, the T test was used in the
Jamovi® software. The inclusion of BS (0.02%) in the diets did not influence the digestibility of the food. There was also a
difference in time for the families Erysipel otrichaceae, Selenomonadaceae in both treatments, and there was an inhibition of
Peptostreptococcaceae and Turicibacteraceae by the BS diet. The changes observed in the fecal microbiota continue to be
studied.
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Introducdo: Os probiéticos sdo organismos vivos que tém sido utilizados na nutricdo por seus efeitos benéficos a satlide
gastrointestinal de pessoas e animais. Sao também considerados adjuvantes no tratamento de doengas gastrointestinais
inflamatdrias por participarem da restauragdo da microbiota e da modulagéo da resposta imune (WILLIAMS, 2010). Entre
vérias bactérias estudadas, estdo os Bacillus. Eles sdo bactérias saprdéfitas produtoras de esporos, ndo patogénicas, usadas na
fermentacdo de alguns alimentos. O Bacillus subtilis (BS) é uma espécie considerada como probiético por sua habilidade de
produzir enzimas digestivas e metabdlitos secundérios com capacidade de inibir o crescimento de microrganismos
patogénicos (RHAY TH et al., 2019). O objetivo deste trabalho foi avaliar a persisténciado BS (cepa LOFU 160) nas dietas e
sua passagem pelo trato gastrintestinal, os efeitos sobre a digestibilidade dos nutrientes e energia, escore fecal, caracteristicas
urindrias e microbiotaintestinal de caes.

Material e Métodos: Todos os procedimentos de pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica Animal, protocolo n.
41825. Foram utilizados 13 cées adultos. Duas dietas compl etas e balanceadas compuseram os tratamentos: controle (C) e
controle + probidtico BS, com inclusdo de 0,02% (BS; Tabelal). Utilizado um delineamento compl etamente casualizado em
dois grupos de cées, que receberam duas refeicdes ao dia, kcal/dia= 120 kcal x PC (kg)0,75, de acordo com NRC (2006). A
agua foi fornecida ad libitum ao longo do periodo experimental. O estudo teve duragdo de 30 dias, sendo a digestibilidade
medida entre o dia 25 e 30 com coleta total de fezes e urina, seguindo o protocolo da AAFCO (2020).As fezes foram
coletadas e 0 escore fecal foi avaliado de acordo com The Waltham Fecal Score (Moxham, 2001). A urinafoi coletada, para
afericdo do volume, pH e densidade. Para avaliac8o da microbiota e contagem bacteriana foram col etadas fezes nos dias 0
(DO) e 30 (D30) do experimento e dias 0 (D0), 15 (D15) e 30 (D30), respectivamente. Amostras do centro dos cartuchos
fecais foram coletadas em até 15 minutos pos defecacéo, armazenadas em eppendorfs e acondicionadas em freezer a-20°C.
As andlises de microbiota foram realizadas utilizando a metodologia Dual-index1. Procedimentos de model os mistos foram
implementados para determinar o efeito da dieta nos indices de diversidade Chaol e Shannon através do teste Kruskall-
Wallis, sendo p< 0,05 considerado significativo. A analise estatistica usou Teste T para comparativo entre 0s grupos
utilizando o programa estatistico Jamovi®.

Resultado e Discussdo: As dietas foram aceitas sem indicios de vémitos ou diarreia. Nao houve diferencas (p<0,05) entre os
grupos C e BS para digestibilidade aparente dos nutrientes (Tabela 2), resultado esperado e observado no estudo de Felix et



al. (2010). Nao houve melhora no escore fecal, mas foi determinado como ideal em ambas dietas. Quanto a urina também néo
houve alteracbes em ambas dietas.Quanto a composi¢do bacteriana, os principais filos encontrados foram Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidota, Fusobacteria e Actinobacteria (Figura 1), filos predominantes no intestino canino de acordo
com Deng & Swanson (2015). Houve aumento das (p<0,05) familias Erysipelotrichaceae e Selenomonadaceae para ambos
grupos do DO parao D30. O BS parece ter impedido o aumento das familias Peptostreptococcaceae e Turicibacteraceae que
foram aumentadas no grupo C no D30 (Figura 2). Ao mesmo tempo o BS aumentou a quantidade do género Megamona até o
D30. Ainda, o BS reduziu a populagéo de Phocaeicola no dia D30..0 grupo C teve redugdo na populagdo Prevotellamassilia
e aumento na populacéo de Turicibacter no dia D30 (Figura 3). S&o géneros que atuam no metabolismo de carboidratos e
proteinas contribuindo para a estabilidade intestinal (Deng & Swanson, 2015).Na mensuragdo de microrganismos nas fezes,
nado foram encontrados esporos e células vegetativas na dieta C nos dias D15 e D30, revelando que ndo houve contaminacdo
do grupo controle com o probiético. Jana dieta BS houve diferenca nos dias D15 e D30 para presenca de esporos nas fezes e
D15 para presenca de células vegetativas (Tabela 3).

Tabela 1. Relagdo de nutrientes em cada dieta.

Dicta ) Relative Abundance Data (Phylum)
Nutrientes Controle BS §
" . £

Umidade (%) 10,09 8,04 2

Proteina Bruta (%) 1977 1861

Extrato Etéreo (%) 12,00 11,91

Watéria Fibrosa (%) 377 233 -

Watéria Wineral (%) a8z 834

Energia M etabolizavel (kcalfkg} 4355 4497 =

Inclusio de Probidtico (%) _ 0.02
BS, Bacillus subtifis.
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Tabela 2. Consumo de nutrientes, ceeficiente da digestibilidade total aparente, energia metabolizavel, ras [l Bactercon [ Acinobaciencta
caracteristicas fecais e urinarias dos cdes alimentados com as dietas experimentais. Fuscbecterosn [l Oher

ltem Tratam ento pvalor ep Figura 1. Abundancia relativa dos filos encontrados

Contrle BS

Consumo de nutrientes, g/d

Matéra seca 203.95 223.99 0,147 128

Matéria organica 183.94 203.67 0.118 58.1

Matéria mineral 20.00 2031 0.803 6.02

Proteina bruta 4484 4776 0.315 13.9

Extrato etéreo 2722 2910 0.310 8.41

Carboidratos 11.87 128.90 0.060 359 Relative Abundance Data (Family)

Dige stibil dade total aparente, %

Matéria seca 70.51 7078 0.884 155 g
I‘-|a(t:3na orgénica 7. 7745 0.734 127 i
Maténa mineral 10.74 3.88 0.183 4.59 [
Proteina bruta 73.95 7341 0.740 .59 .
Extrato etéreo 86.84 86.21 0.425 758
Carboidratos 75.85 76.97 0.453 45
39
0

1
o
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Energia bruta 74.51 76.02 0.302 :
Energia digestivel, kcalkg 3732 3812 0217 61
Energia metabolizavel (MS) kealkg 3520 3818 0.156 57.4
Caracteristicas fecais " _ —
Fezesna M5, % 35.30 3547 0.868 1.01 _
Fezes o/d 170.86 185.32 0.401 16.4
Fezes g/d (MS) 60.20 65.64 0.342 5.46 e
pH fecal (dia 0) 6.14 633 0.233 0144 e n
PH fecal (dia 15) 6.49 630 0.085 0.099 Bitons Wi Bes
! e ryspelalocostridiaceas
pH fecal (dia 30 8.4 8.38 0.581 0.088 e ) Fusobacteriacese [l Unknwn I Eogenthellacea
Caracterislicas uninarias Oer Selnomonadaceas
Wolume, g 381 365 0.804 56.4 Eryspekorichacese | Pepinsiregiococcacens
pH urindrio 7.06 71T 0.398 0.141
Densidade urinaria 10317 1024° 0.018 272 Figura 2. Abundéncia relativa das familias encontradas
BS, Bacilus subtilis; EP, Erro padrio; M S, matéria seca
=& | gtras mindsculas na mesma linha, ao lade das medias, dizem respeito a dferencas significativas (p < 0.05)
Tabela 3. Contagem de esporos, células vegetativas e células totais, ac lengo de 30 dias, das fezes de Relative Abundance Data (Genus)
animais alimentados com as dietas experimentais. £l
i
DiazE P Tratam ento vs dia Povalor H
D ] |
Parém etro 0 D15 D30 0 D15 D30 Dia Trat vs di
Esporos. <0.001 <0.001 5
Dieta controle 0 0 0 0 0 0
Dieta BS 0 14.7£0.09 14.620.17 0 1472013 1462023 [E—
Dieta controle 0 0 0 0 0 0 —— _ 3 — E—
Dieta BS 0 069:0.08 0392010 0 0.6920.11 0.38:0.14 A
N W other B Prevorelamassita Turicibacter
B e oo M vnioown [ Fascalibacterium [l Eisenvergiella
Dieta controle 0 0 0 0 0 0 Tax [ Fusobacterum [l Phascotarctabacterium [l Allobaculum
Blausia Megamonas W Holdemanela
Digta BS 0 15.420.13 14.8+0.15 0 1542017 14.820.21 Prevoteta Phozsicala

Thi Suteimeie CXComm e 1 i et Figura 3. Abundancia relativa dos géneros encontrados

Povalor; P<0,1, tendéndia; P<0,05, diferenga

Conclusdo: A inclusdo de BS ndo afetou a digestibilidade. Nas fezes do grupo BS houve presenca de células vegetativas no
dia 15, indicios de colonizagdo intestinal e diferenga na composi¢éo bacterianas nas familias Erysipelotrichaceae,
Selenomonadaceae, havendo aumento nos grupos, e Peptostreptococcaceae e Turicibacteraceae. As ateragdes na microbiota
observadas neste estudo continuam sendo estudadas.
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